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RESUMO

Para controle efetivo da esquistossomose como problema de satde publica sdo necessarias
multiplas intervengdes para além do diagnostico e tratamento dos individuos infectados, como
implementag¢do de intervengdes de WASH (dgua, saneamento e higiene), educacio em satde e
controle populacional dos hospedeiros intermedidrios a partir de substancias sintéticas ou
naturais, como extratos de plantas. Atualmente ndo ha op¢des de moluscicidas especificos
(eficazes e seguros para o meio ambiente). A niclosamida, usado rotineiramente, ¢ prejudicial
para peixes, anfibios, certas larvas de insetos e, em doses mais altas, para a vegetagao aquatica,
embora esses efeitos sejam geralmente de curta duragdo. Avaliamos o efeito moluscicida do
extrato de Curcuma longa nas concentragdes de 10, 5 e 1 ppm em hospedeiros intermedidrios
da esquistossomose, os moluscos do género Biomphalaria, sendo as espécies: Biomphalaria
glabrata, Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria straminea expostos ao extrato. Avaliamos
também a manutencdo do efeito e a estabilidade do extrato percolado com repeticdo dos
experimentos apds 18 meses, para verificagao da agdo, além dos efeitos do extrato em espécie
ndo-alvo, em peixes Poecilia reticulata. Utilizamos os extratos preparados em 2022 (E1) e
extrato preparado em 2024 (E2) para avaliacdo e comparacdo dos efeitos em Biomphalaria
glabrata ndo infectados e infectados e E1 para Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria
straminea. O extrato obtido a partir do rizoma em p¢é foi submetido ao processo de maceragao
seguido de percolagdo e caracterizagdo. Os caramujos foram expostos aos extratos sem presenga
do solvente e avaliada mortalidade de acordo com tempo de exposi¢do (24, 48, 72, 96 ¢ 168
horas), para certificacdo da mortalidade. A analise estatistica foi realizada por meio do teste
ANOVA, em duas vias (concentracao e tempo de exposicao). Para Biomphalaria glabrata nao
infectados o extrato etandlico E1 proporcionou melhores resultados em relagdo ao extrato
acetonico, sendo a concentragdo de 10 ppm mais eficaz, entre 80% e 100% de mortalidade.
Apo6s 18 meses, o extrato etandlico se manteve mais efetivo em relagdo ao extrato acetonico
sobre as trés espécies de Biomphalaria, sendo menos sensivel a B. straminea. Houve
mortalidade de 100% aos peixes Poecilia reticulata expostos as concentracdes de 10, 5 e 1 ppm
do extrato. Segundo a Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS), 1983, o potencial moluscicida ¢
efetivo quando proporcionar 90 % de mortalidade em 20 ppm para extrato ou fragdes e 100
ppm para material bruto, classificando um extrato ativo quando proporciona mortalidade entre
70 € 90 %. Assim, o extrato de Curcuma longa demonstrou significativo efeito moluscicida em
moluscos Biomphalaria, no entanto proporcionou toxicidade sobre espécies nao-alvo,

mostrando que a sua utilizacdo como moluscicida natural alternativo e especifico no combate a



populagdo de hospedeiro intermedidrio da esquistossomos tem uma indicagao limitada até que

novos testes sejam realizados demonstrando mais detalhadamente a sua agdo no meio ambiente.

Palavras-chave: Esquistossomose; Schistosoma mansoni; Biomphalaria; moluscicida;

Curcuma longa; acafréo da terra.



ABSTRACT

In order to effectively control schistosomiasis as a public health problem, multiple interventions
are needed in addition to the diagnosis and treatment of infected individuals, such as the
implementation of WASH (water, sanitation and hygiene) interventions, health education and
population control of intermediate hosts using synthetic or natural substances, such as plant
extracts. There are currently no specific molluscicide options (effective and safe for the
environment). Niclosamide, used routinely, is harmful to fish, amphibians, certain insect larvae
and, at higher doses, to aquatic vegetation, although these effects are generally short-lived. We
evaluated the molluscicidal effect of Curcuma longa extract at concentrations of 10, 5 and 1
ppm on intermediate hosts of schistosomiasis, the molluscs of the genus Biomphalaria, the
species being: Biomphalaria glabrata, Biomphalaria tenagophila and Biomphalaria straminea
exposed to the extract. We also evaluated the maintenance of the effect and the stability of the
percolated extract by repeating the experiments after 18 months to verify the action, as well as
the effects of the extract on non-target species, in fish Poecilia reticulata. We used the extracts
prepared in 2022 (E1) and the extract prepared in 2024 (E2) to evaluate and compare the effects
on uninfected and infected Biomphalaria glabrata and E1 for Biomphalaria tenagophila and
Biomphalaria straminea. The extract, obtained from the powdered rhizome, was subjected to a
maceration process followed by percolation and characterization. The snails were exposed to
the extracts without the presence of solvent and mortality was assessed according to exposure
time (24, 48, 72, 96 and 168 hours), and then placed in deionized water after 168 hours to certify
mortality. Statistical analysis was carried out using the two-way ANOVA test (concentration
and exposure time). For uninfected Biomphalaria glabrata, the ethanolic extract E1 provided
more significant results than the acetonic extract, with the concentration of 10 ppm being the
most effective, with 90% mortality. When the experiment was repeated, the E2 extract at
concentrations of 1 and 5 ppm (ethanolic) provided 80% mortality and at 10 ppm 100%. After
18 months, the ethanolic extract maintained greater effectiveness compared to the acetonic
extract on the three species of Biomphalaria, being less sensitive to B. straminea. There was
100% mortality in Poecilia reticulata fish exposed to concentrations of 10, 5 and 1 ppm of the
extract. According to the World Health Organization (WHO), 1983, molluscicidal potential is
effective when it provides 90% mortality at 20 ppm for extract or fractions and 100 ppm for
crude material, classifying an extract as active when it provides mortality between 70% and
90%. Thus, the Curcuma longa extract showed a significant molluscicidal effect on

Biomphalaria molluscs, however it provided significant toxicity on non-target species, showing



that its use as an alternative and specific natural molluscicide in combating the intermediate
host population of schistosomes has a limited indication until further tests are carried out

demonstrating in details its action in the environment.

Keywords: Schistosomiasis; Schistosoma mansoni; Biomphalaria; Molluscicide, Curcuma
longa.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose, como uma das doencas tropicais negligenciadas (DTN), € uma
das causas de maiores transtornos em todo o mundo, principalmente na Africa. Acarreta custos
exacerbados anualmente a economia de diversos paises, como consequéncia da pobreza e baixa
qualidade em infraestrutura sanitaria, havendo casos mais acentuados em paises em
desenvolvimento (emergentes), como o Brasil, por exemplo, além de outros paises latinos.
Fatores como saneamento béasico precario sdo os principais na causa desta patologia (Who,
2019).

A esquistossomose esta associada intimamente a pobreza e precaria situacdo
socioambiental, como saneamento inadequado, acarretando infeccdes em humanos e muitas
vezes de forma recorrente, e consequentemente trazendo prejuizos que perduram por anos
(Aragjo et al., 2007; Coura & Amaral, 2004).

Também conhecida como bilharziose, a esquistossomose (CID 10: B65) é uma
doenca infecciosa e parasitaria contraida a partir de agua doce com presenca da forma larval, a
cercaria, que é responsavel pela infeccdo através da pele em seu hospedeiro definitivo, 0 homem
(Brasil, 2014).

Os hospedeiros intermediarios da Esquistossomose no Brasil sdo os moluscos do
género Biomphalaria, (Mollusca: Pulmonata, Planorbidae). Das onze espécies reconhecidas, B.
glabrata (Say, 1818), B. tenagophila (Orbigny, 1835) e B. straminea (Dunker, 1848), sdo
encontradas infectadas naturalmente (Brasil, 2008). No entanto, a espécie de maior importancia
do ponto de vista epidemioldgico € a B. glabrata. Ainda assim outra espécie como B. straminea
é mais adaptada a variacGes climaticas (Brasil, 2014; Carvalho et al., 2005).

O ciclo do trematoda depende do hospedeiro intermediario, 0 molusco do género
Biomphalaria e do hospedeiro definitivo, 0 homem. Quando o individuo infectado, elimina os
ovos de S. mansoni em suas fezes que, em contato com a agua e em um ambiente adequado,
eclodem, em forma de larva ciliada, os miracidios, que infectam os caramujos do género
Biomphalaria. Nesta fase ocorre a forma assexuada com o0s esporocistos primarios e
secundarios, sendo que, apds quatro a sete semanas sao eliminadas cercarias que ficardo livres
e aptas a penetrar na pele do hospedeiro definitivo, 0 Homem, como pode ser observado na
ilustracdo da figura 1, a seguir. Uma das principais manifestacbes ap0s a penetracdo das
cercarias é a chamada dermatite cercariana, com formas de erupg¢des na pele, com duragao de

horas até semanas ap0s o individuo ser exposto a ambiente, agua infectada (CDC, 2012).
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No ato de penetracdo, as cercarias perdem suas caudas bifurcadas e se transformam
em esquistossomulos que irdo através da circulacdo sanguinea para pontos diversos do
organismo, mais especificamente para o figado como 6rgédo preferencial. No figado ocorre a
diferenciacdo do sistema reprodutor e amadurecimento sexual das formas jovens, a
organogénese. Ao acasalar migram pela veia porta até o plexo mesentérico. Na regido
submucosa intestinal, nas vénulas, ocorre a postura dos ovos que logo irdo para o limen do
intestino grosso. O progressivo movimento e consequente migracdo dos ovos na parede do
intestino provoca micro lesGes, micro hemorragias, que consequentemente ira se manifestar

como diarreia muco-sanguinolenta (Colley, 2014).

Figura 1 — Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni.

e As cercérias séo liberadas pelo caramujo,

5 ; para a dgua, e nadam livremente
Esporocisto em caramujos

(sucessivas geragdes) ﬁ,
, & As cercérias perdem a cauda
/-. “ durante a penetragéo e
% e \ transformam-se em esgistossdmulos
« Penetram
na pelee

./\

€ circulacéo

Os miracidios penetram nos
tecidos do caramujo

ol

Ovos eclodem e\
liberam miracidios

Migrag#o para o sangue portal
do figado e amdurecimento da
e forma aduta )

Pares de vermes migram para:
veénulas mesentéricas do intestinofreto

N
mansomn

Fonte: Adaptado de Centers for Diseases Control and Prevention (CDC), 2012.

A esquistossomose é classificada como aguda ou crénica. Durante a fase aguda
podem ocorrer manifestaces (sintomaticas) ou assintomaticas, podendo ser inclusive
confundida com outras infeccBes parasitarias, apresentando alteracdes sugestivas em exames
laboratoriais como eosinofilia e detec¢do de ovo em exame coproscopico (Sousa et al., 2011).
Durante a fase crénica a manifestacdo mais comum € a hepatoesplenomegalia e hipertensédo
portal (Andrade & Bina, 1985).

Os mecanismos patoldgicos da doenca ndo estdo relacionados diretamente ao
verme, mas sim a reacdo do organismo a deposicdo de ovos e substancias excretadas pelos
vermes (Gryseels, 2012). Inflamag&o cronica imunomediada e induzida pela deposi¢cdo dos

ovos do parasito em tecido humano, que por um longo periodo desencadeia um processo de
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fibrose tecidual, prejudicando a funcéo organica, levando até a morte muitas vezes (Van Der
Werf et al., 2003).

Alguns ovos que sdo impedidos de ser eliminados ficam retidos na parede do
intestino proporcionando uma reacdo imunopatoldgica e formacédo de pseudotumores (Sousa et
al., 2011). Diante destes fatores a reacdo imunopatoldgica, normalmente é de caracteristica
granulomatosa, proporcionando um processo inflamatoério continuo, levando a fibrose hepética,
obstrucdo intestinal (Andrade & Peixoto, 1992).

A intensidade da infecgdo, esta relacionada a carga parasitaria, duracdo da infeccao
e resposta imunoldgica do individuo, comp@e o padrdo de morbidade da doenca (Coelho et al.,
1996; Santos Souza & Andrade, 2000). A carga parasitaria esta relacionada intimamente com
0 grau de exposicao do individuo a &gua contaminada, como consequéncia de fatores culturais
e socioecondmicos no qual o individuo esta incluido (Coura, Conceicdo & Pereira, 1984; Prata,
1991).

Diante destes pontos, o individuo acometido com a fase evoluida, crénica da
esquistossomose, apresenta manifestacdes hepatoesplénicas e com complicacGes sofrem por
incapacidade. Além destes aspectos hd complicacGes de morbidades como: Anemia cronica,
desnutricdo e comprometimento cognitivo (King CH, 2005). Um indicador internacionalmente
aceito e importante neste aspecto € o DALY, do programa Global Burden of Disease (GBD).

O indicador avalia o impacto na qualidade de vida do individuo afetado e os anos
perdidos, deste, ajustados pela incapacidade, levando a prejuizos ndo sé individuais, mas social
e economicamente. A esquistossomose proporciona prejuizo como perda de anos de vida
ajustado por incapacidade afetando diretamente a qualidade de vida e a economia (Hortez et
al.,2014).

1.1 Epidemiologia da Esquistossomose no Mundo

A esquistossomose € uma doenca relacionada intimamente com fatores
demograficos, como por exemplo a migracdo de pessoas para areas urbanas, podendo introduzir
essa parasitose em novas regides, principalmente em areas precarias de saneamento, sendo a
baixa qualidade de tratamento de esgoto, a precariedade do sistema, um fator demasiadamente
relevante que favorece a disseminagdo. Fatores climaticos, ambientais também podem ser
favoraveis, além da questdo econdmica que é afetada diretamente, com a doenca
proporcionando prejuizos a economia e ao individuo ativo, como medido no indicador DALY ’s.

Todos estes aspectos séo refletidos socialmente (Bruun & Aagaard-Hansen, 2008).
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Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, a situacdo de pessoas afetadas em todo
o0 mundo é de 242 milhGes de pessoas, dados atualizados em 2020, sendo nas américas mais de
2 milhdes de pessoas (WHO, 2020).

Figura 2 — Dados agregados de casos da Esquistossomose no Mundo.
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Fonte: WHO, 2020 com adaptacdes.

1.2 Epidemiologia da Esquistossomose no Brasil

O Brasil como pais em desenvolvimento, contribui intensamente com os indices de
doencas tropicais negligenciadas (WHO, 2019). A precariedade no que diz respeito a qualidade
de agua, abastecimento, saneamento basico, corrobora com os nimeros. Desta forma, ha uma
contribuicdo por parte do Brasil em notificacbes de casos de esquistossomose, onde na América

Latina, Caribe, chega a 96% de casos (Hotez; Fujiwara., 2014).
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Além destes fatores, no Brasil, a esquistossomose é a segunda maior causa de
mortes relacionadas a doencas tropicais negligenciadas, dados estes obtidos em um estudo
durante doze anos (2000-2011), ficando atras apenas dos casos de doenca de Chagas (Martins-
Melo et al., 2016). Também foi possivel observar que as maiores taxas de mortalidade séo
provenientes da regido nordeste do Brasil (Martins-Melo et al.,2014).

O Brasil possui uma relevante contribuicdo no que diz respeito as taxas de Doencas
Tropicais Negligenciadas (DTN), principalmente esquistossomose (96%), Leishmaniose
visceral (93%), Hanseniase (86%), casos de arboviroses como dengue (40%), Leishmaniose
cutanea (39%) e doenca de Chagas (25%) (Hotez e Fujiwara., 2014).

Historicamente no Brasil a esquistossomose primeiramente esteve relacionada ao
trafico de escravos vindos da Africa, muitos destes acometidos pela doenca e se instalando em
regides litoraneas de Recife e Salvador, trabalhando em lavouras de cana-de-agUcar e
posteriormente se deslocando para o interior em rotas migratérias relacionadas a novos ciclos
econémicos, como de pedras preciosas, criacdo de gado, ciclo da borracha e industrializacdo
(Brasil, 2014).

Fatores importantes como a questdo agricola dependente do abastecimento hidrico
corresponde a um ponto importante de influéncia na disseminacdo da doenca no pais,
principalmente quando estabelecido de forma inadequada, precéria. Associado a pobreza, fluxo
migratdrio, habitos inadequados humanos, sdo os fatores associados que favorecem ao
desenvolvimento do hospedeiro intermediario e propagacdo da esquistossomose, cOmo
ilustrado na figura 3 (Brasil, 2008).
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Figura 3 — llustracdo das &reas endémicas para Esquistossomose no Brasil, do inicio a expanséao

e transmissdo endémica.

(/
g’“\aR e
o

B /reaendémica iicial (ate 1920)
— Expansao depois de 1920, com o
ano da descoberta do novo foco

Area de transmissao endémica

0 200 400 km
—_—

Fonte: BRASIL, 2014b, adaptado por Heloisa M. N. Diniz do mapa original publicado em BRASIL, 1998.

Existem cerca de 1,5 milhGes de pessoas infectadas por S. mansoni no Brasil,
segundo estudo levantado pelo Ministério da Salde através do Inquérito Nacional de
Prevaléncia da Esquistossomose e geo-helmintoses, INPEG, entre os anos de 2011 e 2014,
sendo o Estado de Sergipe o de maior indice de positividade com 8,1%, seguindo de Minas
Gerais (3,8%), Alagoas (2,3%), Bahia (2,1%), Pernambuco (2,1%), Rio de Janeiro (1,6%) (Katz
et al., 2014) e no Cearéa segundo o sistema de informacdo do programa de vigilancia e controle
da esquistossomose, SISPCE, a taxa de positividade em 2015 foi de 0,75 % (Sesa-CE, 2016)
como pode ser observado na figura 4 a seguir.

Os estados de Sergipe, Alagoas, Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais e Pernambuco
sd0 0s principais estados endémicos para esquistossomose, sendo o estado do Ceard, Distrito
Federal, Maranhdo, Para, Rio Grande do Norte, Rio de Janeiro e So Paulo as regiGes com casos
de foco para esquistossomose (Brasil, 2014). As macrorregides mais significativas relacionadas
a taxa de positividade para esquistossomose correspondem as regides Sudeste e Nordeste, com
2,35 e 1,27, respectivamente, no que diz respeito a proporc¢ao de casos positivos estratificados
em municipios em regides endémicas e ndo endémicas, com mais ou menos 500 mil habitantes.
(Katz et al., 2017).
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Figura 4 — Areas endémicas para Esquistossomose.
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1.3 Controle da Esquistossomose

Inicialmente, nos anos 2000 o controle e combate a esquistossomose estava focada
apenas no controle da carga de morbidade, no entanto em paises como o Brasil, Camboja,
China, Egito, Marrocos e Uganda, realizavam além disso, o controle da populacdo de caramujos
através de moluscicidas, manejo ambiental, tratamento em massa da populacéo afetada e com
isto obteve uma reducéo significativa em relacdo a prevaléncia de infeccdo (WHO, 2001).

O controle com énfase na transmissdo da esquistossomose ocorreu até meados da
década de 70. Com o advento da quimioterapia, a partir da década de 80, o foco passa a ser o
controle da morbidade, através de drogas eficazes, seguras e de baixo custo, sendo este Ultimo
um fator primordial, uma vez que a doenca afeta populacdes em areas de vulnerabilidade social
e sanitaria. A estratégia atualmente para controle se baseia na combinacdo de medidas
preventivas atraves da educacdo em salde, saneamento e quimioterapia em massa (Amaral et
al., 2008).

O tratamento em massa (quimioterapia em massa) reduz significativamente a
morbidade, no entanto a eliminacao requer medidas mais complexas. Para isso € necessario um

conjunto de fatores, combinacdo de estratégias integradas, como controle da populacdo de
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caramujos, tratamento de agua eficaz, saneamento bésico efetivo, além de educacdo em salde,
proporcionando assim mudanca de hébitos que possam representar riscos para populagdes
vulneraveis (WHO, 2022).

No Brasil, o programa de controle da esquistossomose, através do governo, foi
implementado em 1975, denominado de Programa Especial de Controle a Esquistossomose
(PECE), pela Superintendéncia de campanha de Saude Publica, (SUCAM), visava
principalmente o levantamento de informacdes locais, como censo geografico, condicdes
sanitarias, levantamento malacoldgico, aplicacdo de moluscicidas em locais hidricos e
avaliacdo do impacto epidemioldgico (Machado, 1982).

Em 2010, foi aprovado pelo Governo Federal o Inquérito Nacional de Prevaléncia
da esquistossomose e Geo-helmintoses, 0 INPEG, através da mobilizacdo de Katz e Almeida
diante da necessidade de avaliacdo da doenca no Brasil, avaliando o aspecto amostral da
esquistossomose no pais, além de avaliar também a prevaléncia de ascaridiase, tricuriase e
ancilostomiase em criancas (Katz e Peixoto, 2000). No ano de 2014 a esquistossomose passou
a ser uma doenca de notificacdo compulsoria em areas ndo endémicas, atraves do decreto da
portaria 1.271, da secretaria de vigilancia em saltde, do Ministério da Saude, Governo Federal
(Brasil, 2014b).

1.4 Controle do hospedeiro intermediério.

Apesar de esforcos de 6rgaos governamentais para controle da doenca, milhGes sdo
afetados e vivem em &reas endémicas. O Schistosoma mansoni em seu ciclo, necessita de um
hospedeiro intermediario, o molusco do género Biomphalaria e o controle da populacdo de
caramujos através de moluscicidas sdo medidas auxiliares no combate a esquistossomose de
forma integrada sendo uma estratégia para conter o avanco e novas infeccdes de individuos
vulneraveis (Ritchie, 1973).

O controle da populacdo de hospedeiros intermediarios da esquistossomose é
indicado como forma complementar na estratégia de controle da doenga e em casos especificos,
como em regides de alta prevaléncia, casos agudos e com focos. Os métodos de controle sdo
classificados em bioldgicos, fisicos e quimicos (Amaral et al., 2008).

O método de controle bioldgico é realizado através de agentes competidores,
controladores de populacdes de planorbideos, como outros moluscos, por exemplo e até
emprego de peixes como predadores, como tilapia Oreochromis niloticus. A desvantagem deste

método consiste, dentre 0s mais importantes, na introducdo de espécies exoticas que podem
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alterar a biodiversidade local e algumas espécies de moluscos que podem coexistir com
planorbideos, tornando esta via ineficaz. (Amaral et al., 2008).

O metodo de controle fisico consiste em aplicagdes de melhorias em saneamento
hidrico como canalizacdo, drenagem e manejo ambiental para eliminacdo de vetores em
criadouros. Este meio era o Unico possivel, durante a década de 50, quando os compostos
quimicos com ag¢do moluscicida eram limitados e ndo especificos (Amaral et al., 2008).

O controle quimico através de aplicacdo de substancia com potencial moluscicida,
ocorre mediante o planejamento e analise de atividade malacoldgica e sua localidade de acordo
com as exigéncias da legislacdo ambiental. Os moluscicidas s&o compostos capazes de matar
moluscos, e para que se classifique como tal, a substancia deve possuir caracteristicas como:
baixo custo, eficacia em baixas concentra¢fes, ndo toxico ao homem e ndo deve ter efeitos
acumulativos teciduais, além de nao alterar significativamente a biodiversidade local (Amaral
et al., 2008).

Entre os anos de 1946 e 1955 mais de 7.000 substancias quimicas foram testadas
guanto ao efeito moluscicida. A niclosamida é a mais conhecida e utilizada até hoje no controle
da populacdo de caramujos do género Biomphalaria, sendo este, recomendado pela
Organizagdo Mundial da Saude, OMS (Perrett, Whitfield, 1996).

E importante salientar a existéncia de alguns fatores que dificultam o controle da
populagdo de caramujos, como por exemplo, sua capacidade adaptativa, alta taxa de
reproducdo, que é dependente de fatores ecoldgicos intrinsecos da regido que habitam,
relacionados a postura de ovos e a viabilidade destes (Paraense, 1955), também a alta
proliferacdo e resisténcia a dessecacao lenta, podendo sobreviver por mais de 6 meses (Barbosa,
1958), além de estar presente desde o periodo Juréssico, segundo registros geoldgicos na
Europa e EUA (Baker, 1945). E de extrema importancia o conhecimento destes aspectos para
se obter uma visdo ampla da esquistossomose e de sua problematica além das caracteristicas
epidemioldgicas de acordo com cada regido (Magalhaes, 1970).

Além disso, a transmissdo esta relacionada diretamente com a espécie de
Biomphalaria e com o grau de compatibilidade desta espécie com a cepa de Schistosoma
mansoni (Magalhdes, 1970). No Brasil, existem 11 espécies de Biomphalaria, sendo a
Biomphalaria glabrata, Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria straminea, as especies que
mantém o ciclo de S. mansoni nos varios estados do pais (Paraense, 2001), com variacdo da
taxa de positividade (Ministério da Salude, 2014), sendo possivel observar a presenca dessas

espécies atraves da ilustracdo da figura 5 a seguir.
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Figura 5 — Mapa ilustrativo referente a presenca das trés principais espécies do género
Biomphalaria no Brasil.
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Fonte: Brasil, Ministério da satde, 2014.

No que diz respeito ao controle e tratamento da esquistossomose no Brasil e no
mundo a OMS recomenda o uso de moluscicidas e quimioterapia em massa da populacdo
infectada. Essa medida tem proporcionado bons resultados no que diz respeito a diminuicdo das
morbidades (WHO, 2022). O uso da niclosamida, como moluscicida mais conhecido e
recomendado pela OMS foi descontinuado em 2002 diante dos problemas e desequilibrios
ambientais no ecossistema aquaticos proporcionados por substancias sintéticas com
propriedades moluscicidas (Coelho & Caldeira, 2016).

A niclosamida, um moluscicida disponivel e recomendado pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS) possui alto custo e logisticas complexa e inviavel, além disso, o
produto é pouco estavel frente a luminosidade e toxico para animais co-habitantes e plantas
submersas. Por este motivo ha uma busca intensa por moluscicidas ndo sintéticos, ou seja,
obtencdo de forma natural como na flora em geral, o que se torna viavel pelo baixo custo,
produto alternativo, especifico e seguro (Vasconcellos et al., 2005), além disso 30% das drogas
no mundo sdo obtidas de forma direta ou indireta de plantas (Koehn & Carter, 2005).

Desde 1986 até 2001 a aplicagdo da niclosamida tem diminuido, sendo que em 2002
a OMS ndo obteve mais dados sobre o uso deste moluscicida no Brasil, sendo que os Unicos
dados no pais sdo referentes a aplicacdo em estados do Nordeste brasileiro, como: Ceara,
Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Alagoas e Sergipe (Barbosa, 2008).
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A aplicagdo mensal de moluscicida em longa duracgdo se mostrou eficaz no que diz
respeito a diminuicdo da prevaléncia da esquistossomose como medida Unica, segundo estudo
realizado por Barbosa e Costa. Houve resultado semelhante em regido endémica do Nordeste
brasileiro segundo Pieri et al., 1995. Os moluscicidas sintéticos possuem algumas desvantagens
como agdo letal em outros organismos (WHO, 1992), exigir aplicagdo frequente (Coura Filho,
1992) e a questdo custo-efetivo (Coura, 1995).

Diante da problematica da esquistossomose, estudos vém sendo realizados com o
interesse no desenvolvimento de drogas moluscicidas de origem vegetal, biodegradavel, que
possam constituir uma alternativa para o controle da populacdo de caramujos hospedeiros
intermediarios de Schistosoma mansoni, e consequentemente, na reducdo da esquistossomose,
além de ndo afetar espécies ndo-alvo e 0 meio ambiente (Cantanhede et al., 2010).

A atividade de algumas espécies vegetais, foram testadas frente aos moluscos da
espécie Biomphalaria glabrata com resultados promissores, dentre estas estdo o caule de
Sejania sp (cip6-timbo) e frutos de Sapindus saponaria L. (saboneteira) (Ribeiro, 2016),
Annona muricata e Jatropha elliptica (Rocha et al., 2013), folhas de Lycopersicon esculentum
(Solanaceae) (Leyton et al., 2005), Byrsonima intermedia Juss A. (Malpighiaceae) (Alves et
al., 2000), Euphorbia splendens var. hislopii (NE Br.) Urach & Leandri (Euphorbiaceae)
(Schall et al., 2001), Marsypianthes chamaedrys (Vahl) Kuntze (Lamiaceae) (Menezes et al.,
1999), Ocotea bracteosa (Meisn.) Mez (Lauraceae) (Coutinho et al., 2007), e Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville (Fabaceae) (Bezerra et al., 2002) e em extratos de clUrcuma
(Curcuma longa L., Zingiberaceae) (Silva Filho et al., 2009).

O extrato, obtido a partir do p6 do rizoma de Curcuma longa, cujas propriedades
anti-helminticas ja sdo conhecidas, além de antioxidante e anti-inflamatéria, proporcionadas
por compostos fendlicos naturais da planta, pode ser um importante aliado no combate ao

avanco, prevaléncia e incidéncia da esquistossomose (Aradjo & Leon, 2001).

1.5 Curcuma longa

Desde a antiguidade a humanidade utiliza técnicas empiricas para aliviar, curar
enfermidades, como por exemplo através do uso de vegetais como medicamento (Lameira,
2008). Desde entdo, mais recentemente, nas Ultimas decadas tem se aprofundado através de
estudos, buscando compreender melhor os mecanismos de agdo, principios ativos de certas
substancias naturais no tratamento de algumas doencas, aliviando sintomas e até no combate

efetivo da patologia o que proporciona destaque destes compostos e suas aplicagdes (Goel et
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al., 2008).

O uso de moléculas isoladas so foi possivel a partir do século XIX, como aplicacdo
de farmacos, proporcionando alternativas ao uso de produtos naturais (Crag et al., 2012). Deste
modo, o isolamento da curcumina, realizado em 1815 por Vogel, essa tem se destacado em
pesquisas por suas caracteristicas, propriedades bioldgicas e quimicas, além da variada
aplicacdo deste produto natural (Jasim, 1989).

A Curcuma longa L. conhecida como acafrdo da india e internacionalmente como
“turmeric” pertencente a familia Zingiberaceae, proporciona variadas aplicacdes, desde a
culinéria, inddstria téxtil e na saude por suas diversas propriedades quimicas, bioguimicas,
podendo citar algumas, como: antioxidante, anti-inflamatério, antimicrobiano, anti-helmintico
e antifungico (Naksuriya et al., 2014).

O potencial antioxidante é, dentre os demais, 0 mais reconhecido. A Curcuma longa
é a segunda colocada com potencial antioxidante e que essa propriedade se deve aos pigmentos
presentes no rizoma, segundo estudo realizado por Ramaswamy & Banerjee (1948). A atividade
antioxidante esta relacionada a capacidade de doacdo de hidrogénio presente na estrutura
molecular que interage com agentes reativos a oxigénio (Ross et al., 2000).

Os pigmentos fendlicos mais presentes no rizoma, sdo 0s pigmentos que
proporcionam aplicacdo também na industria téxtil como corantes naturais, uma vez que
pigmentos sintéticos foram proibidos em alguns paises da América do norte (Maia, 1991; Rusig
& Martins, 1992). Estes fatores e caracteristicas organolépticas do rizoma podem proporcionar
estudos em areas diversas por suas variadas aplica¢fes, como producdo de 6leos essenciais e
extratos (Duarte et al., 1989).

No Brasil é comumente confundida com outra espécie, a Crocus sativus L. também
denominada de acafrao, sendo comum as denominac@es por regionaliza¢do, como por exemplo:
acafrdo-da-terra, batatinha amarela, gengibre dourada, mangarataia (Maia et al., 1995). A
producdo de acafrdo no Brasil possui pequena expressdo econdmica, no entanto Mara Rosa, no
estado de Goiaés, é referéncia na producdo e distribuicdo do material para industria alimenticia
e de corantes, por sua producdo comercial que atinge 150 hectares e produtividade média de 12
toneladas por hectare (Acafréo, 1994).

No que diz respeito as caracteristicas, a Curcuma longa é originaria da Asia, regiio
sudoeste, especificamente na India, onde pode ser encontrada nas encostas das florestas
tropicais, sendo uma planta herbécea e perene e normalmente em condigdes favoraveis, pode
atingir de 120 a 150 cm de altura. Suas folhas tém forma oblonga-lanceolada, o rizoma central

é periforme, arredondado ou ovoéide e pode apresentar algumas ramificagdes nas laterais
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(Hertwig, 1986).

O interesse nos aspectos constitucionais da Curcuma longa e suas aplicagdes estéo
concentrados nos rizomas da planta por sua variedade de compostos quimicos, como valor
energético (Harris et al., 1968) e quantidade de proteinas (Souza et al., 1993), além de
compostos corantes e 0leos essenciais (Govindarajan, 1980).

Quanto a curcumina (C21H2006) estd mais presente no rizoma e sua concentracao
varia de 2,8 a 8% segundo Govindarajan (1980). E possivel observar na figura 6 a seguir os trés
compostos corantes principais de C. longa, que sdo os seguintes: I) curcumina; 1,7-bis-(4-
hidroxi-3- metoxifenil)-hepta-1,6-dien-3,5-diona; 1) demetdxicurcumina, 1-(4-hidroxifenil)-7-
(4-hidroxi-3-methoxifenil)-hepta—1,6—dien—3,5—diona; I11) bisdemetdxicurcumina, 1,7-bis (4—
hidroxifenil)-hepta—1,6-dien—3,5-diona. Esses compostos podem apresentar-se em quantidades
variadas no rizoma, segundo Rusig & Martins (1992) e por apresentar um espectro de absor¢édo
de baixa variacdo (420 — 425 nan6metros), tornou-se viavel e préatico denominar estes trés

compostos de mesma cor, de curcumindides.

Figura 6 — Representacdo grafica dos trés compostos corantes da Curcuma longa: 1)

Curcumina, 2) Demetoxicurcumina e 3) Bisdemetoxicurcumina.

(3)
Fonte: Kim HJ, 2009.

Um dos fatores relacionados a aplicacéo clinica da Curcuma longa esta na sua baixa
biodisponibilidade, uma vez que esta possui baixa solubilidade em agua, o que dificulta sua
absorcdo e aplicagdo in vivo. Os compostos sofrem diretamente com a agcdo metabolica hepatica
em sua primeira passagem pelo organismo, logo o tipo de metabolismo envolvido e sua agédo

esta diretamente relacionada a via de administragdo (Anand et al., 2008).
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O acafrdo, a partir do rizoma de Curcuma longa, demonstrou proporcionar variados
efeitos farmacologicos como por exemplo, antinflamatério, antioxidante além do efeito
antiparasitario contra protozoarios: Trypanosoma brucei (Nose et al., 1998), Giardia lamblia
(Pérez-Arriaga et al., 2006), Leishmania donovani (Cheikh-Ali et al., 2015) e efeito
esquistossomicida.

A investigacdo de efeito antiparasitario de plantas é uma estratégia valida para o
desenvolvimento de novos farmacos, principalmente na busca de atividade quimica e bioldgica
contra doengas tropicais negligenciadas, como a esquistossomose (Ndjonka et al., 2013). A
curcumina, sendo um composto derivado da Curcuma longa, possui atividades variadas,
principalmente contra vermes adultos de S. mansoni in vitro (Magalhaes et al., 2009).

Na figura 7, adiante pode ser observada a proporcao de citacfes relacionadas aos

efeitos (in vitro) da Curcuma longa e seus derivados.

Figura 7 — Numero de citacdes relacionadas as atividades in vitro demonstradas para droga
vegetal e derivados de Curcuma longa, bem como para substancias isoladas da planta e

produtos naturais.
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Fonte: Monografia espécie Curcuma longa L. Ministério da Salde, Anvisa, 2012.

A curcumina pode atuar regulando a expressdo de cerca de 2.374 genes que Sao
responsaveis por regular, por exemplo, a caspase 8 (SMCASP8), responsavel pelo mecanismo
de apoptose (Morais et al., 2013). Além deste fator pode também gerar espécies reativas a
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oxigénio (ERO’s), que induz a morte programada, apoptose, em nematodides como Setaria cervi
e S. digitata (Mohapatra et al., 2011).

O uso da Curcuma longa como alternativa para controle da populacdo de
hospedeiro intermediario da esquistossomose, como estratégia para minimizar exposicao e
riscos de infeccdo é valido, uma vez que ndo ha vacina eficaz disponivel. O tratamento €
realizado através de medicamento como Praziquantel. No entanto, a resisténcia a este farmaco
é uma preocupacdo (Wang et al., 2012), sendo necessario medidas de controle da doenca e do
hospedeiro intermediario, com foco em estratégias quimioterapicas alternativas e sustentaveis,
sendo as plantas o foco como fonte de principios ativos naturais, principalmente com efeitos

antiparasitarios (Al-Sayed et al., 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando a necessidade de intervencdo estratégica para combater os casos de
esquistossomose no Brasil e no mundo, especialmente em areas endémicas, o foco do presente
estudo é avaliar a agdo do extrato de Curcuma longa que possa agir através da acdo moluscicida
contra o hospedeiro intermediario da esquistossomose, 0s moluscos do género Biomplaharia,
sendo este o principal hospedeiro da esquistossomose no Brasil e América do Sul (Alves et al.,
2000).

Como uma das estratégias de controle da esquistossomose, a Organiza¢do Mundial
da Saude (OMS) recomenda, além da quimioterapia em massa e preventiva através da
administracdo de Praziquantel, educacdo em salde sanitdria como acesso a agua potavel,
saneamento e controle da populacdo de moluscos hospedeiros intermediarios, com o objetivo
de interromper a cadeia de transmissdo, com aplicacdo de métodos bioldgicos, ambientais e
quimicos, através de substancias com acao moluscicida, dentre outros (WHO, 2022).

A Unica substancia recomendada pela OMS e utilizada para controle da populacédo
de moluscos, hospedeiros intermediarios da esquistossomose, é a Niclosamida, um moluscicida
sintético, que devido sua baixa seletividade proporciona efeitos diversos e letais para demais
espécies, além de contaminar o meio ambiente e alta resisténcia desenvolvida pelos moluscos
(Costa et al., 2015; Rangel et al., 2022).

Além dos fatores deletérios para o ecossistema local supracitado, a aplicacdo deste
moluscicida sintético em areas extensas além da logistica para transporte, torna o processo
insatisfatorio, inviavel e de alto custo, principalmente no que diz respeito a aplicacdo em areas
complexas como rurais por exemplo, tornando necessario investimentos em pesquisa com
objetivo de identificar moluscicidas naturais, de baixo custo, como alternativa viavel para
controle da populacdo desses moluscos (Ministério da Satde, 2008).

O acafrdo proporciona efeitos farmacolégicos como: anti-inflamatorio,
antioxidante e antiparasitario agindo principalmente contra vermes adultos de S. mansoni
(Magalhées et al., 2009) tendo como mecanismo de acdo a inducdo de agentes reativos de
oxigénio que induzem a apoptose (Morais et al., 2013). O composto majoritario do extrato, a
curcumina, é responsavel pela acdo antiparasitaria e moluscicida como demonstrou Silva Filho
et al., (2009) sendo, portanto, um composto de interesse utilizado neste estudo para avaliagéo

de seus efeitos.
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Diante destes fatos, ha a necessidade de buscar compostos naturais, biodegradaveis,
seletivos que tenham acdo sobre o hospedeiro intermediario, os moluscos do género

Biomphalaria, aléem de néo afetar demais espécies ndo-alvo e 0 meio ambiente em geral.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Avaliar o potencial moluscicida dos extratos de Curcuma longa em caramujos do

género Biomphalaria.

3.2 Objetivos Especificos

e Preparar e caracterizar extratos de Curcuma longa

e Avaliar o efeito moluscicida dos extratos de Curcuma longa em caramujos
Biomphalaria glabrata nao infectados e infectados por Schistosoma mansoni;

e Avaliar o potencial moluscicida do extrato de Curcuma longa em Biomphalaria
straminea e Biomphalaria tenagophila, ndo infectados;

e Avaliar as diferencas de potencial de agdo entre os extratos: etanodlico e acetonico de
Curcuma longa nos moluscos acima citados;

e Avaliar a persisténcia do efeito moluscicida dos extratos em relagao ao tempo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparacao dos extratos

A matéria-prima vegetal utilizada no preparo dos extratos foi o p6 dessecado da
espécie Curcuma longa L, obtido a partir do rizoma do vegetal previamente processado no local
no qual foi obtido, cooperativa dos produtores de acafrao, na cidade de Mara Rosa, no estado
de Goias, Brasil.

Para cada solvente, alcool e acetona, empregados na técnica foram utilizadas 200g
do material vegetal em p6, macerado e seguido de percolagdo lenta até obtencdo de 1.000 ml
dos dois extratos na proporcdo droga: solvente 1:5.

Apds a obtencao, os extratos brutos foram armazenados em frasco de vidro ambar,
com capacidade de 1.000 ml em temperatura ambiente, aproximadamente 27°C, no laboratério
de Farmacotécnica da Faculdade de Farmécia, da Universidade Federal do Ceara, UFC.

4.2 Caracterizagao
4.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Placas de silica gel GF254 em suportes de aluminio foram previamente ativadas em
estufa a 60 °C durante 5 minutos. 10 pL de cada um dos extratos foram aplicados e, depois de
deixado evaporar os solventes, colocadas em cuba saturada com os respectivos solventes para
eluicdo citados na tabela 1. Ap6s a eluicdo, as placas foram retiradas, a altura do solvente

marcada, e deixadas secar ao ar. Em seguida foram reveladas como descritos na tabela 1.

Tabela 1 — Condicdes utilizadas nos ensaios dos extratos por CCD

Classe do Eluente Revelador
Farmacogeno
Terpenos Tolueno:Acetato de etila (93:7) Vanilina sulfdrica e aquecimento a 100 °C
Pigmentos Cloroférmio:Acido acético glacial:Agua  Visivel, UV 254 e UV 365nm
(95:5:1)

Fonte: Autoria propria.
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4.2.2 Determinacdo do residuo seco

O residuo seco de cada um dos extratos foi determinado como descrito na
farmacopeia brasileira 62 Ed, 2022. 10 mL de cada extrato foi colocado em cépsulas de
porcelana previamente pesadas. As capsulas foram entdo submetidas a evaporacdo em estufa,
inicialmente a 50°C e, posteriormente, a 105°C até peso constante. A massa de residuo seco foi
utilizada para calcular e expressar o resultado de forma percentual. O processo foi realizado em
triplicata e repetido apds 18 meses para avaliagdo do extrato aplicando analise de variancia para

verificacdo da estabilidade dos extratos em relacdo ao tempo.

4.2.3 Ensaio de solubilizacdo em agua

Foi realizado ensaio de solubilizagdo dos extratos em &gua para avaliar a
necessidade do uso de tensoativo. Foi utilizado o volume de 1 ml de cada um dos extratos e 10
ml de agua deionizada em tubos de ensaio de vidro. Ao observar a turbidez, passou-se a
acrescentar polisorbato 80, agitando em vortex apo6s cada adicdo, até que o liquido se

apresentasse limpido.

4.2.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os extratos foram avaliados quanto aos seus componentes corantes por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE = HPLC), realizada em equipamento Shimadzu
contendo degaseificador, bomba, detector UV/Vis, forno de coluna, injetor manual com loop
de 20 microlitros, controlador e software. Coluna de fase reversa C18 com dimensdes de 250
x4,6 mm, particulas de 5 micrometros. A fase movel foi composta da mistura desgaseificada de
acetonitrila:acido acético 1 % (55:45), com pH ajustado para 4,4 com solucdo de hidréxido de
sodio 1M. A deteccdo foi realizada nos comprimentos de onda de 425 e 254 nm, com injecao
de 20 microlitros da amostra obtida na proporcdo de 1:50 em fase mével. As anélises foram
realizadas em 2022 e 2024. Os resultados foram comparados com aplicagéo de teste t para

verificacdo da estabilidade dos extratos em rela¢do ao tempo e sua composicéo.
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4.2.5 Preparagéo das solucdes para ensaio da atividade moluscicida

Para realizacdo do experimento, foram preparadas solugdes do extrato de Curcuma
longa na concentracdo de 100 ppm, expressa a partir dos dados do residuo seco, sendo depois
diluida para 10 ppm, 5 ppm e 1 ppm, para aplicacdo e exposi¢do dos caramujos do género
Biomphalaria na avaliacdo do seu efeito moluscicida.

Para ambas as solucdes foi adicionado tensoativo Polisorbato-80 (Tween-80) para
solubilizacdo em agua destilada, utilizada na preparacdo da solucdo de 100 ppm. Foi realizada
a adicdo gradativa do tensoativo na solucdo observando a turbidez e sua gradativa diminuicéo.

Foram preparadas as respectivas solugdes e utilizada a solucdo sem solvente
organico residual para os ensaios. Para eliminacao residual dos solventes organicos, os extratos
foram colocados em cépsulas de porcelana e submetidos a evaporacdo em estufa de secagem a
50 °C. Apds secagem, ao residuo obtido foi adicionado tensoativo e agua destilada aos poucos,
até homogeneizagdo. Apds isto, transferido para baldo volumétrico com capacidade de 1.000ml
e completado o volume até o menisco com agua destilada.

Preparadas as respectivas solu¢des de 100 ppm do extrato etandlico e acetdnico com
volume de 1 litro, foram armazenadas em frascos de vidro &mbar e identificados,
posteriormente armazenados em geladeira a temperatura abaixo de 4°C.

Os caramujos Biomphalaria glabrata néo infectados e infectados utilizados neste
experimento foram mantidos no moluscario do instituto René Rachou, da Fiocruz, em Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil, além dos caramujos ndo infectados Biomphalaria straminea e
Biomphalaria tenagophila. Estes, sdo mantidos em aquéarios de vidro, com &gua desclorada,
com controle de pH. Os caramujos s&o alimentados com frequéncia e sua manutencéo realizada
periodicamente com troca de agua e verificacdo do pH, com adi¢cdo moderada de carbonato de
célcio (CaCOs).

4.2.6 Diluicao dos extratos

A diluicdo foi realizada a partir da solugdo padrdo de 100 ppm dos extratos a base
de etanol e acetona, para 10, 5 e 1 ppm. Para o preparo da solucdo de 10 ppm, 25 mL da solugéo
de 100 ppm foram diluidos com &gua destilada até o volume de 250 mL. Para solugéo de 5 ppm,
12,5 mL da solugdo de 100 ppm foram diluidos com &gua destilada até o volume de 250 mL,

seguindo o protocolo também para 1 ppm, para ambos 0s extratos, etanélico e aceténico. A
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avaliacdo moluscicida foi realizada no instituto René Rachou, na Fiocruz, em Belo Horizonte,

Minas Gerais, Brasil.

4.2.7 Realizacéo dos ensaios do efeito moluscicida.

Foram preparados dois grupos, utilizando-se 4 béqueres para cada grupo, sendo trés
para concentracfes de 10, 5 e 1 ppm e 1 para grupo controle, correspondente ao extrato
etanolico e outros 4 grupos correspondentes ao extrato aceténico. Foram utilizadas placas de
Petri de 60 x 15 mm, 8 (oito) unidades, 4 para cada grupo de extrato para colocar os moluscos
apos finalizacdo do ensaio e contabilizacdo da mortalidade. Os materiais e vidrarias utilizados
foram devidamente higienizados antes do ensaio.

Para o ensaio com Biomphalaria glabrata ndo infectados e infectados, foram
selecionados 80 caramujos, devidamente separados e colocados 10 caramujos em cada um dos
quatro béqueres dos grupos referentes aos extratos a base de etanol e acetona, em 10, 5 e 1 ppm
de cada, além de agua desclorada como controle, totalizando 40 caramujos expostos ao grupo
do extrato etanolico e 40, referentes ao grupo expostos ao extrato acetdnico. Foram expostos
durante 24, 48, 72, 96 e 168 horas. Apds exposicdo foi contabilizada a mortalidade e os
sobreviventes foram sacrificados, incluindo os do grupo controle.

Os experimentos foram realizados logo apés a preparagdo do extrato (E1) que foram
mantidos refrigerados em frascos de vidro e repetido o mesmo protocolo experimental apds 18
meses com 0s mesmos extratos (E1), com objetivo de comparar a manutencdo da atividade
moluscicida do extrato. Foi preparada nova diluicdo (E2) a partir dos extratos obtidos18 meses
antes e repetido os experimentos com o objetivo de avaliar estabilidade do extrato percolado.

Os moluscos foram expostos a solucgdes teste dos extratos e permaneceram por 24
horas. Apds este periodo foram retirados, lavados em agua corrente, colocados em &gua
desclorada sendo realizada a contabilidade e registro de sobreviventes e retirados os mortos. Os
sobreviventes foram alimentados com alface fresca onde permaneceram por mais 24 horas. Foi
realizado este procedimento por 72 e 96 horas e registro final apds 168 horas. O grupo controle
seguiu a mesma metodologia, exceto na primeira etapa onde permaneceram em agua

desclorada.
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4.2.8 Ensaio sobre toxicidade em espécies ndo-alvo.

Para avaliacdo de toxicidade em especies ndo-alvo, seguiu-se 0 mesmo protocolo
de exposicao do ensaio moluscicida, com as mesmas concentracfes e 0s mesmos tempos, sendo
utilizados somente peixes da espécie Poecilia reticulata (guppy) para exposicao aos extratos de

Curcuma longa.
4.3 Andlise Estatistica

Foi realizado o teste estatistico: ANOVA (analise de variancia) e teste t * p<0,05
para resultados dos ensaios HPLC e residuo seco dos extratos etanolico e acetbnico, com

objetivo de avaliar a significancia do efeito e estabilidade em relacdo ao tempo.

Segue abaixo fluxograma mostrando as fases do trabalho.
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Figura 8 — Fluxograma representando as fases do trabalho, a partir da obtencéo da Curcuma

longa e realizacdo dos experimentos, exposi¢cdo dos moluscos as concentragoes.
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5 RESULTADOS

5.1 Extrato obtido

Como resultado da pesagem e mistura dos solventes organicos com o rizoma em pé
de Curcuma longa antes de submeter ao processo de percolacgdo, neste caso, com alcool etilico,
é possivel observar o material com aspecto pastoso e forte tonalidade amarela, caracteristico
dos curcuminoides, figura 9.

posterior percolacdo

Figura 9 — Processo de pesagem e obtencdo do materia
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Fonte: Autoria propria

Obteve-se como resultado do processo de maceracao e percolagéo, 1 litro de extrato
de Curcuma longa com solvente organico alcool etilico, como € possivel observar na imagem
a sequir (figura 10) e outro extrato a base de acetona.
processo de

Figura 10 — Extrato de C. longa obtido apds percolacao

Fonte: Autoria prépria.
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5.2 Caracterizagao
5.2.1 Cromatografia de camada Delgada (CCD)

Apos aplicacdo das amostras em placa de silica, e submetido a corrida em eluentes,
foram obtidos os cromatogramas dos extratos etandlico e acetdnico aplicados, nas respectivas
fases maveis; (1): tolueno e acetato de etila (93:7) para terpenos e (2): cloroférmio: acido
acetico glacial:agua (95:5:1) para pigmentos, onde podemos observar menor separacdo dos
curcuminoides dos extratos aplicados na fase movel (1), pois se acumularam no Ry (fator de
retencdo) proximo a 0,2 e as manchas com tonalidade avermelhadas caracteristica de
sequiterpenos se apresentaram com maior intensidade, com R¢ proximo a 0,7.

Para fase mdvel (2), podemos observar maior separacdo dos curcuminoides do
extrato, com 3 manchas principais com Rg(s) 0,15, 0,31 e 0,54, além de uma mancha principal
devido aos terpenos no R(s) 0,82. (levando em consideracdo a solubilidade e afinidade dos
curcuminoides por acido acético), com manchas distribuidas pela placa, com Rg(s) variando
entre 0,2 e 0,5, com énfase para a presenca dos trés principais pigmentos com tonalidade
amarela: curcumina, demetoxicurcumina e bisdemetoxi-curcumina, além de compostos
secundarios presentes de tonalidade violeta-azul, caracteristico de 6leos essenciais. De acordo
com a Farmacopeia brasileira 62 edicao, a presenca das trés zonas principais em sequéncia, estao
relacionadas aos trés componentes principais da Curcuma longa, como se pode observar na

figura 11, a sequir.

Figura 11 — Resultado da Cromatografia de Camada Delgada (CCD), realizada em 2022.
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Apo6s 18 meses, realizamos a repeticdio da CCD, no qual os obtivemos
cromatogramas dos extratos etandlico e acetdnico aplicados a placa de silica. Para fase movel
1 observamos maior retencdo em ambos 0s extratos, em contraste com a fase movel 2, que
observamos maior distribuicdo das manchas pela placa e variedades de tonalidades, com R#(s)
variando entre 0,5 e 0,2, como podemos observar na figura 12. Observamos assim pouca
diferenca nos perfis cromatograficos em comparacdo com ensaio realizado em 2022.

Figura 12 — Resultado da Cromatografia de Camada Delgada (CCD), realizada em 2024.
Revelagdo UV 254 nm, fase 2 e fase 1.

Fonte: Autoria propria.

5.2.2. Residuo Seco

Apos adicdo de 10 ml dos extratos e consequente evaporacdo dos solventes, foram obtidos
residuos de coloragdo castanho escuro presentes nas capsulas de porcelana. A pesagem foi
realizada antes e depois da evaporacdo. Os resultados da andlise estdo expressos na figura 13 a

sequir.
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Figura 13 — Residuo seco dos extratos etanolico 2022 e 2024 e acetbnico 2022 e 2024.
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Fonte: Autoria prépria

Como resultado do ensaio, observamos diferenga significativa (P<0,05) para
extrato etanolico de 2024 em relacdo ao extrato etanolico 2022, ap6s 18 meses, possivelmente
atribuido a evaporacao do solvente presente e consequentemente maior concentracdo do extrato.

Né&o foram observadas alteragdes significativas nos extratos acetonicos.

Para realizacdo dos ensaios de caracterizacéo foram preparados 100 ml de solugéo,
cada uma contendo 50 mg de residuo seco do extraido de Curcuma longa. Na imagem a seguir,
figura 14, o material obtido, devidamente preparado e identificado.

Figura 14 — Amostras em 100 ml, contendo 50 mg de Curcuma longa, preparada a partir do
extrato seco.

Fonte: Autoria propria
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5.2.3 Ensaio de Solubilizacao

A partir da mistura dos extratos organicos com a agua, foi obtido, a principio, duas
fases nos tubos de ensaio. Ap6s homogeneizacgéo, obteve-se uma dispersao de aspecto turvo de
cor amarelo-claro, como € possivel observar na figura 16 a seguir. Diante da alta turbidez das
amostras se fez necessario adicdo de tensoativo, para proporcionar aspecto limpido e efetivar a

solubilizacéo.

Figura 15 — A -Ensaio de solubilizacdo dos extratos de C. longa em &gua, antes da

homogeneizacdo. B: Apds homogeneizacdo em agua destilada.
A

Fonte: Autoria propria.

5.2.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) tem finalidade de quantificar
e analisar os componentes do extrato através do cromatograma. Os extratos a base de etanol e
acetona foram diluidos na proporcéao de 1:50 (1 ml do extrato em fase mével até completar 50
mL). Os resultados dos cromatogramas foram obtidos a partir da detecgdo em comprimento de
onda de 425 nm, nos quais evidenciam os trés picos principais, referentes aos trés componentes
principais da Curcuma longa, como é possivel observar na tabela 2, a porcentagem em média
e desvio padrdo das areas sob os picos principais obtidos dos extratos.
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Tabela 2 — Médias e desvios padrdo das areas sob 0s picos principais dos 3 curcumindides

obtidos dos extratos alcodlico e acetdnico em 2022 e 2024.

] 2022 2024
Picos
Extrato Etandlico Extrato Acetdnico Extrato Etandlico Extrato Acetdnico
Pico 1 25,7%+0,87 25,9%+0,42 31,0%+0,43 30,7%+0,36
Pico 2 22,2%+0,21 21,9%+ 0,14 22,5%+ 0,14 19,6%+0,05
Pico 3 51,9%+1,13 52,05%+ 0,21 46,3%+0,23 49,5%+0,28

Legenda: N&o foi constatada diferenca estatisticamente significativa entre o pico 2 do extrato etanélico obtido em
2022 e 0 mesmo avaliado em 2024. Para os demais picos e houve diferenca significativa (p<0,05) quando
comparado os extratos nos diferentes anos.

Fonte: Autoria prépria

Realizada a comparacao entre os picos 1, 2 e 3, presentes no perfil cromatogréfico
em HPLC, com objetivo de avaliar os extratos em relagdo ao tempo (18 meses) para extrato
etanolico e acetdnico, de acordo com os valores percentuais foi aplicada analise de variancia e
obtido o valor de p para avaliacdo da significancia dos resultados. Diante disso observou-se
diferenca significativa para o pico 1 e 3 em ambos 0s extratos apos 18 meses, (P<0,05). Para o
pico 2 foi possivel observar diferenca significativa (p<0,05) apenas para o extrato acetonico de
C. longa, ap6s 18 meses, de acordo com as figuras 16 a seguir. Possivelmente ocorreu a

oxidacdo de compostos presentes no extrato por interacdo com meio.

Figura 16 — Médias e desvios padrbes das areas dos picos principais dos trés curcuminoides

obtidos dos extratos etandlico e acetbnicos nos anos de 2022 e 2024.
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Fonte: Autoria prépria.
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5.2.5 Solugdes para ensaio do efeito moluscicida

A partir da solucéo principal de 100 ppm dos extratos etanolicos e aceténicos de
Curcuma longa, foram realizadas diluicdes para as demais concentracdes (1, 5 e 10 ppm) para
ensaio moluscicida. As solucdes principais de 100 ppm, de ambos o0s extratos, possuem aspecto
limpido e coloracdo caracteristica, como é possivel observar na figura 17.

Figura 17 — Solucéo principal de 100 ppm, extrato de Curcuma longa sem solvente residual.

Fonte: Autoria propria

5.2.6 Ensaio sobre efeito moluscicida.

Com o objetivo de avaliar a manutencdo da atividade moluscicida do extrato de
Curcuma longa e estabilidade do material percolado, foram obtidos resultados dos
experimentos realizados no instituto René Rachou, experimentos estes realizados em julho de
2022 com extrato e diluicdo preparados em julho de 2022 (E1), comparados aqui com
experimento realizado em abril de 2024 com o mesmo extrato, mas com dilui¢bes preparadas
em 2024 (E2), para Biophalaria glabrata ndo infectados e infectados.

A mortalidade foi observada através da imobilidade, retracdo total e permanente do
molusco, liberacdo de hemolinfa e descoloracao da concha.

Obtivemos como resultado sobre Biomphalaria glabrata, ndo infectados,
mortalidade de 80% na concentracdo de 10 ppm para o extrato etandlico (E12022) apos 48
horas de exposicdo e de apenas 20% para o extrato acetdnico na mesma concentragdo. No
entanto, passados 18 meses, as mesmas soluc¢des diluidas (E1 2024) nas mesmas concentracdes

(1,5 e 10 ppm) passaram a apresentar uma maior letalidade sobre a mesma espécie, nas mesmas
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condicBes experimentais, promovendo 100% de mortalidade nas concentracdes de 10 ppm ja
nas primeiras 24 horas, tanto para o extrato etanolico quanto para o acetonico.

Para Biomphalaria glabrata infectados expostos ao extrato E1 2022, foi possivel
observar mortalidade de 100% em 10 ppm para ambos os extratos (etanolico e acetdnico) apds
48 horas, com énfase para o etandlico na concentracdo de 1 ppm que proporcionou 100% de
mortalidade apds 48 horas de exposicdo. Referente ao extrato E1 2024, a mortalidade de 90%
e 100% foi observada nas concentracfes de 5ppm e 10 ppm respectivamente, para 0 extrato
acetbnico em 24 horas de exposicdo. O extrato etanolico proporcionou mortalidade de 100%
em 5 ppm e 10 ppm, em 24 horas de exposi¢do, como é possivel observar na tabela 3 a seguir.

Referente aos moluscos Biomphalaria glabrata n&o-infectados expostos ao extrato
E2 2024, foi observada mortalidade de 50% destes na concentracdo de 10 ppm ap6s 24 horas
de exposicdo e 20% para concentracdo de 5 ppm. Quanto ao extrato etanolico, houve
mortalidade entre 70% e 80% em 1ppm e 5 ppm respectivamente, enquanto na concentracao de
10 ppm houve 100 % de mortalidade apds 24 horas de exposicao.

Moluscos Biomphalaria glabrata infectados, expostos ao extrato E2 2024,
sofreram 100 % de mortalidade quando expostos ao extrato etandlico, nas concentracfes de
1ppm, 5ppm e 10 ppm. O extrato acetdnico proporcionou mortalidade de 80% em 1 ppm e
5ppm apds 96 horas de exposicao e 100% em 10 ppm apds 24 horas. Os resultados descritos
podem ser observados na tabela 4 a seguir.

Os ensaios de mortalidade realizados com Biomphalaria tenagophila do Taim (ndo
infectados), dos extratos E1, apesar de terem apresentado mortalidade de 100% em 10 ppm a
partir de 24 horas ap6s estimulo, para extrato aceténico e 80% na mesma concentracdo para
extrato etandlico, observamos que a 1 e 5 ppm ndo houve nenhuma mortalidade em nenhum
dos extratos, como é possivel observar na tabela 4. Experimento realizado com Biomphalaria
straminea, nao infectados por Schistosoma mansoni, apresentou mortalidade de 90% em 10
ppm, 48 horas de exposicdo para o extrato acetonico e 90% de mortalidade na concentracéo de
e 10 ppm, para extrato etandlico ap6s 24 horas de exposi¢éo.
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Tabela 3 - Expressdo da mortalidade de espécies de B. glabrata ndo infectadas e infectadas
sujeitas a acdo dos extratos de C. longa em diferentes concentracdes recentemente preparados
(E1 2022) e 0 mesmo extrato apos 18 meses de armazenamento (E1 2024). Foram empregados
10 caramujos por ensaio.

Extrato E1 Mortalidade (n) Extrato E1 2022 Mortalidade (n)
2022
B. glabrata 24 48 72 96 168  €Tempo (h)> B. glabrata 24 48 72 96 168
Nao infectada Concentragao (ppm) infectada
0 O 0 0 0 1,0 0 0 0 0 O
ExtAr aFo 0 0 0 ©0 0 5,0 Extrato acetobnico 2 7 7 7 8
acetonico
0 O 2 2 2 10,0 2 10 10 10 10
0 O 0 0 0 1,0 1 10 10 10 10
Extfa'to 0 0 0 0 0 5,0 Extrato etandlico 2 2 2 2 2
etanolico
0 8 8 8 8 10,0 0 10 10 10 10
Controle O o0 o0 o 0 Controle O 0 O 0 0
Extrato E1 Mortalidade (n) Extrato E1 2024 Mortalidade (n)
2024
B. glabrata 24 48 72 96 168 <Tempo (h)~> B. glabrata 24 48 72 96 168
Né&o infectada Concentragéo (ppm) infectada
0O O 0 0 0 1,0 0 0 0 2 3
Extrato 0 1 1 1 1 50 Extrato acetbnico 9 9 9 9 9
acetdnico '
10 10 10 10 10 10,0 10 10 10 10 10
Extrat 0 O 1 1 1 1,0 0 1 4 5 5
et;g";‘igo 0o 1 1 1 1 5,0 Extratoetandlico 10 10 10 10 10
10 10 10 10 10 10,0 10 10 10 10 10
Controle O 0 0 O 0 Controle O 0 O o0 3

Fonte: autoria propria.
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Tabela 4 — Expressdo da mortalidade de espécies de B. glabrata ndo infectadas e infectadas
sujeitas a acdo dos extratos de C. longa em diferentes concentracdes recentemente preparados
(E2 2024) e sobre espécies de B. tenagophila e B. straminea nao infectadas, sujeitas ao extrato
apos 18 meses de armazenamento (E1 2024). Foram empregados 10 caramujos por ensaio.

Extrato E2 Mortalidade (n) Extrato E1 2024 Mortalidade (n)
2024
B. glabrata 24 48 72 96 168  €Tempo (h)> B. tenagophula 24 48 72 96 168
Nao infectada Concentragao (ppm) Nao infectada
E 0 0 0 0 0 1,0 0 0 0 0 0
xtAra‘Fo 2 2 2 2 2 5,0 Extrato acetonico 0 0 1
acetonico
5 5 5 5 5 10,0 10 - - - -
7 7 7 8 8 1,0 0 0 0 0 0
Extrato 7 7 7 71 8 5,0 Extrato etandlico 0 0 0 0 0
etanolico
10 10 10 10 10 10,0 8 8 8 8 8
Controle 0 0 0 0 0 Controle 0 0 0 0 0
Extrato E2 Mortalidade (n) Extrato E1 2024 Mortalidade (n)
2024
B. glabrata 24 48 72 96 168 <Tempo (h)> B. straminea 24 48 72 96 168
infectada Concentragéo (ppm) Né&o infectada
6 7 8 8 1,0 0 0 0 0 0
ExtAra'Fo 8 8 8 8 5,0 Extrato acetbnico Q0 0 1 3 3
acetonico
10 10 10 10 10 10,0 3 9 9 9 9
5 10 10 10 10 1,0 0 0 0 2 2
Extrato .
- 10 10 10 10 10 50 Extrato etandlico 3 9 9 9 9
etandlico
10 10 10 10 10 10,0 9 9 9 9 9
Controle 0O 0 0 O 0 Controle O 0 0 o0 O

Fonte: autoria propria.

5.2.7 Toxicidade sobre espécie nao-alvo.

Apo6s exposicdo dos peixes Poecilia reticulata aos extratos de Curcuma longa,
observou-se mortalidade de todos os expostos a partir 24 horas ap6s estimulo, em todas as
concentracdes, para ambos 0s extratos, como acetdnico e etanolico, demonstrando toxicidade

do extrato para espécie ndao-alvo, como € possivel observar na tabela 5 a seguir.
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Tabela 5 — Efeito dos extratos de Curcuma longa sobre espécie ndo-alvo; Poecilia reticulata
(quppy). Foram empregados 10 peixes por concentragao.

Extrato Mortalidade (n)
Tempo(h) 24 48 72 96 168

Concentragdo (ppm)

1,0 10 - - - -

Acetdnico 5,0 10 - - - -
10,0 10 - - - -

1,0 10 - - - -

Etandlico 5,0 10 - - - -
10,0 10 - - - -

Controle - O 0 0 O 0

Fonte: Autoria propria.
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6 DISCUSSAO

O extrato utilizado estava na proporcdo de 1:5 (D:S) ou 20% p/v, como recomenda
a EMEA, 2015, (European Medicines Agency). O perfil cromatogréfico e visualizagdo dos
componentes dos extratos foi obtido a partir da revelacdo em vanilina sulfurica e UV-254 nm.
Testes aplicados na identificacdo de componentes de extrato incluem, por exemplo
cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando como reveladores vanilina sulfurica e UV
nos comprimentos de onde 254 e 365 nm (Almeida, 2006).

Para andlise qualitativa do extrato, como verificacdo da presenga de componentes
ndo volateis além dos componentes principais, realizamos cromatografia em camada delgada
para identificacdo de pigmentos principais de C. longa e compostos secundarios como terpenos.
Green et al, 2008, realizaram CCD para avaliagcdo da Curcuma longa em condi¢des semelhantes
e Zhang, 2008, com objetivo de diferenciar Curcuma longa de outras espécies, usando CCD
verificou que somente em Curcuma wenyujin ndo possuia a presenca de componentes principais
como: curcumina, bisdemetoxicurcumina e demetoxicurcumina.

A presenga de compostos secundarios, como terpenoides com tonalidades
semelhantes foi obtida e identificada na placa de CCD. Latip et al, 2020, utilizaram CCD
usando hexano e cloroférmio como fase mdvel nas proporcbes de 20:80 respectivamente,
revelando em UV nos comprimentos de onda de 254 nm, sendo possivel identificar os
componentes terpenoides nas tonalidades de azul escuro e roxo, na placa, com R#(s) entre 0,37
e 0,48.

Os compostos primarios em vegetais sao substancias relacionadas a sobrevivéncia
da planta, compostos essenciais como agucares, aminoacidos, acidos graxos, dentre outros. Ja
0s metabdlitos secundarios sdo substancias relacionadas ao mecanismo de defesa vegetal contra
micro-organismos patogénicos, predadores e até outras espécies vegetais, sendo ainda
importante citar que a composicdo destes metabdlitos varia entre espécies (Rangel et al, 2023.).

Além dos metabolitos secundarios, a curcumina como composto majoritario,
apresenta acdo direta ou indiretamente sobre fatores de transcri¢do, como fator de transcricao
nuclear (NF)-kB, em quimiocinas [CXCL]1 e [CXCL]2, e receptores de quimiocinas como
(CXCR4), além de minimizar proteinas inibidoras de apoptose [XIAP], Bcl-1 Bcl-2 e Bel-xL,
demonstrando capacidade reguladora e mediadora de atividade antiproliferativa, anti-
inflamatdria e pré apoptotica (Aggarwall et al, 2009).

Ainda referente aos compostos presentes na planta como 6leos essenciais, podemos

citar alguns compostos como alcoois sesquiterpénicos, monoterpenos e cetonas, que Sdo
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produtos secundarios da planta, que podem proporcionar alguns efeitos toxicos e
antimicrobiano como demonstrou Cowan, 1999. Diante disso vale salientar que ha diferencas
quantitativas entre compostos como 6leos essenciais das folhas da planta e em seu rizoma, uma
vez que o extrato aqui utilizado foi obtido a partir do rizoma em pd. Segundo demonstraram
Sharma et al, 1997, em 6leos essenciais 0s principais compostos presentes no rizoma sdo: ar-
turmerona (16,7- 25,7%), a-turmerona (30,1-32,0%) e B-turmerona (14,7-18,4%).

Relacionado a bioatividade de substancias naturais como moluscicidas aplicados
em moluscos Biomphalaria glabrata, Cantanhede et al., 2010 e Rangel et al., 2023
demonstraram avaliagdo de moluscicidas naturais com resultados promissores e significativos,
obtidos de extratos ou compostos isolados a partir deste, sendo que o efeito toxico esteja
possivelmente atribuido também a taninos, flavonoides, saponinas, terpenoides, dentre outros
metabolitos secundarios presentes.

Quanto a caracterizacéo do extrato de Curcuma longa, com a finalidade de avaliar
seus componentes para uma analise de qualidade e de acdo de seus compostos, como também
de componentes volateis, alguns métodos sdo aplicados com este objetivo, além de CCD, tam-
bém ¢é aplicado HPLC para quantificacdo. Chao et al, 2018, realizaram avaliacdo qualitativa e
quantitativa dos curcuminoides e andlise dos componentes volateis de Curcuma longa, apli-
cando cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia em camada fina, além de espec-
trometria de massa.

Além disso, Chao, et al, 2018 realizaram HPLC, em condi¢fes semelhantes com
fase movel (Metanol, Acetonitrila, acido acético e coluna SB-C18 250x4,6 mm), para
quantificacdo simultanea dos principais componentes com bioatividade da Curcuma longa,
bisdemetoxicurcumina, desmetoxicurcumina e curcumina, além dos trés volateis: ar-turmerona,
B-turmerona e a-turmerona, assim como aplicamos da mesma forma para avaliar o percentual
dos componentes principais do extrato antes e apds 18 meses.

Quanto a quantificagdo de curcuminoides presentes, Pothitirat et al, 2008,
realizaram comparativo com uso de CLAE-DAD e espectrofotometria UV, para extrato
etanolico de Curcuma longa e os resultados indicaram que ndo deve haver menos que 16% de
curcuminoides totais quando determinados por CLAE-DAD e menos que 13% quando por
espectrofotometria UV. Green, et al 2008, observaram resultados maiores quanto ao teor de
curcuminoides no extrato etandlico de Curcuma longa, entre 47,1 % e 55,5%.

Chao et al, 2018 avaliaram também a estabilidade dos componentes com seis
andlises durante 48 horas, realizando a cada 6 horas e obtendo os resultados verificando através

de desvio padrdo que houve estabilidade dos compostos durante as 48 horas.
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Constatamos a estabilidade dos extratos apds 18 meses e verificamos efetividade e
aumento da acdo apds este periodo, podendo ser atribuido a concentracdo do extrato apos
evaporagdo com o0 passar do tempo. Quanto ao periodo de estocagem, manutencdo e
estabilidade dos componentes principais da Curcuma longa, Ganpati et al, 2011, relataram que
em até 30 meses de armazenamento pode haver o aumento de curcumina de 3,43% a 5,79%.
Além de observar que para o pico 1 através do cromatograma em HPLC, verificamos aumento
de 4,4% para extrato etanolico e 5% para acetnico, apos 18 meses.

Observamos mortalidade de 100 % em 10 ppm em nossos ensaios com B. glabrata
ndo infectados e infectados por S. mansoni, com énfase para extrato etandlico. Para acdo
moluscicida de extratos, Who (1983) recomenda que uma planta para ser considerada efetiva
como moluscicida, deve proporcionar 90% de mortalidade em uma concentracdo de 20 ppm
para extratos e 100 ppm para o vegetal bruto, dessa forma o principal responsavel pela acéo
moluscicida do extrato de Curcuma longa é a curcumina (C2:H2006) como composto
majoritario e seus derivados, com capacidade de efeito antiparasitario e potencial acdo
moluscicida, como demonstraram Silva Filho et al., 20009.

Obtivemos para B. glabrata ndo infectado 100% de mortalidade com extrato
etandlico em 24 horas na concentragdo de 10 ppm. Silva Filho et al, 2009 embora tenham usado
compostos secundarios e volateis demonstraram a partir dos derivados de C. longa como
oleoresina e 6leo essencial, atividade moluscicida, com mortalidade para Biomphalaria
glabrata ndo infectados por S. mansoni de 95% e 94%, respectivamente, quando expostos as
concentracdes de 80 e 70 microgramas por mL (ppm).

A curcumina é bastante soltvel em alcool etilico e &cido acético e pouco soltvel
em agua, de acordo com os dados da plataforma pubchem, podendo assim proporcionar maior
capacidade de extracdo (Lide, et al, 1994; O’neil, 2013). Com o extrato etanolico de Curcuma
longa verificamos mortalidade entre 90 e 100% em 10 ppm para B. glabrata adultos nédo
infectadas. Matos et al., 2019, realizaram avaliagdo biol6gica moluscicida através da curcumina
isolada, em moluscos Biomphalaria glabrata jovens e adultos ndo infectados por S. mansoni,
com didmetros entre 2mm e 15-18mm avaliando as concentragdes letais aos moluscos expostos
a curcumina, demonstrando efetividade deste com mortalidade de 90%.

Ainda referente a extratos etanolicos, observamos melhores resultados com
percentual de mortalidade de 100% em 10 ppm para E1 e também para E2 o qual apresentou
maiores efeitos em outras concentragdes. Além de C. longa, outras espécies vegetais sao citadas
na literatura com efetividade em sua a¢do moluscicida, como demonstrado por Rocha et al.,

2013, em que extrato etandlico das raizes de J. elliptica proporcionou 100% de mortalidade em
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Biomphalaria glabrata ndo infectados, apds 96 horas de exposi¢cdo, com mesmo resultado
sendo reproduzido por extrato etandlico de A. muricata. O extrato hidroalcodlico das folhas de
Momordica charantia L. apresentou atividade moluscicida na concentracdo de 100 ppm, com
85% de mortalidade, como demonstraram Cordeiro, et al., 2010.

O extrato E2 etanolico proporcionou em moluscos Biomphalaria glabrata
infectados, mortalidade de 100% nas concentragcfes de 10, 5 e 1 ppm. Esse nos parece ser 0
primeiro dado referente a acdo da Curcuma longa em B. glabrata infectada por S. mansoni. A
diferenca nos resultados em mortalidade para Biomphalaria glabrata infectados por S. mansoni
aqui apresentados, podem estar relacionadas a vulnerabilidade fisiolégica destes moluscos
infectados e a acdo dos componentes principais e compostos secundarios do extrato. Mello-
Silva, et al, 2010, observaram efeitos fisioldgicos como reducdo nas taxas de reserva de
glicogénio em B. glabrata infectados por S. mansoni, expostos ao latex de E. splendens. Diante
disso, inferimos e atribuimos estes efeitos a vulnerabilidade fisiolégica dos moluscos
infectados.

Katz et al, 2017 usando a invermectina (0,01pug/mL) demonstraram maior
mortalidade em Biomphalaria glabrata infectados por S. mansoni com 100% de mortalidade
quando comparado ao grupo nado infectado, enquanto na mesma concentragdo proporcionou
30% de mortalidade em espécie ndo-alvo (peixe guppy), sendo atribuido este efeito a danos
fisiol6gicos como hepatopancreético, responsavel pelo metabolismo do caramujo.

Nossos dados demonstraram que basicamente ndo houve mortalidade nas
concentracdes de 1 e 5 ppm de ambos extratos em Biomphalaria tenagophila do Taim
demonstrando neste caso maior resisténcia em relagdo a Biomphalaria glabrata.

Quanto aos dados obtidos para B. tenagophila e a diferenca do impacto dos extratos
de Curcuma longa nestes, com menor mortalidade, podemos atribuir a combinacdo de
mecanismos de defesa e adaptacdo, como demonstraram Bezerra et al, 2003, como por
exemplo: a capacidade de reparo dos hemacitos, ativacdo de vias de sinalizacdo, quando
expostos a condicOes estressantes, que desencadeiam respostas adaptativas e manutencdo da
integridade celular.

Em relagdo a Biomphalaria straminea foi observada mortalidade de 90% em 10
ppm para extrato E1 acetdnico e 90% para etanolico E1 em 5 e 10 ppm, demonstrando efeito
maior nesta espécie. Araujo et al., 2019, demonstraram o efeito moluscicida a partir de uma
nanoemulsdo contendo éleo essencial de Xylopia ochrantha em 32, 47 e 78 ppm em moluscos
juvenis entre 3-5 mm de B. straminea obtendo mortalidade entre 90% e 100% apds 24 horas de

exposicao.
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Os efeitos fisioldgicos proporcionados por moluscicidas, segundo Mello-Silva et
al., 2006 em caramujos expostos a latex de E. milli, s&o, por exemplo: alteracdo do teor de
proteina na hemolinfa em B. glabrata. Mccullough et al.,1980, também relataram que
moluscicidas induzem alteracdes como estresse no sistema de balanco hidrico do molusco e em
seu sistema neuro-hormonal, tendo como consequéncia duas formas para morte do molusco:
retracdo da massa cefalopodal para dentro da concha e consequente liberacdo de hemolinfa ou
projecao anormal do cefaldpode para o exterior da concha, sendo aquela, primeira forma citada
a observada neste estudo, como principal manifestacdo a exposi¢do ao extrato de Curcuma
longa.

Além disso, referente aos efeitos dos extratos E1 e E2, apds 18 meses, podem estar
relacionados a evaporacdo de solventes do material percolado do qual foram preparados os
extratos E1 e E2, como pode ser observado a partir dos resultados do material seco quando
comparados antes e ap0s 18 meses, com énfase para o0 extrato etandlico que obteve maior
percentual de residuo seco apds o periodo supracitado, proporcionando maior concentragdo do
extrato e consequentemente maior efeito.

Quanto a toxicidade do extrato de Curcuma-longa em espécies ndo-alvo,
observamos mortalidade total dos peixes expostos. Assim como demonstraram Silva Filho et
al., 2009, em ensaio realizado com microcrustaceo Artemia salina, para expressar a toxicidade
da oleoresina de Curcuma-longa nesta espécie. Observaram também a toxicidade quando
submetidos a concentracdo de até 100 ppm, afetando os crustaceos com 33% de sobrevivéncia,
além de proporcionar mortalidade de 95% dos moluscos Biomphalaria glabrata entre
concentracdes de 70 e 80 ppm de oleoresina de Curcuma-longa, demonstrando ser um
moluscicida efetivo, no entanto afetando populagéo néo-alvo.

Colaborando com estes resultados, Andrade et al., 2018, realizaram avaliacdo de
toxicidade da curcumina em peixes zebrafish (Danio rerio) e demonstraram toxicidade deste,
afetando a populagdo com sobrevivéncia de 60% quando expostos a concentracdo de 1,9 ppm
de curcumina, sendo a concentracdo que apresentou maior contraste em relacdo ao grupo
controle.

Quanto ao uso integrado de extratos na estratégia de combate a esquistossomose, é
importante citar que uma limitacdo no uso da curcumina ou extrato de Curcuma-longa para
uma acdo combinada com tratamento em massa e controle da populacdo de hospedeiro
intermediério da esquistossomose, diz respeito a baixa solubilizagdo em meio aquoso e
biodisponibilidade baixa deste composto, o que pode dificultar a acdo neste meio sendo

necessario bom planejamento na técnica de aplicacdo e desenvolvimento de pesquisas no
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ambito com o objetivo de obter novas técnicas associativas para uma maior efetividade na

aplicacdo e em resultados (Hussein, 2017).

7 CONCLUSAO

O extrato de Curcuma longa proporcionou acao moluscicida em moluscos
Biomphalaria glabrata e Biomphalaria straminea nao infectados, além de elevada mortalidade
em Biomphalaria glabrata infectados por Schistosoma mansoni, em relagdo ao grupo néo
infectado, com énfase para efeito do extrato etandlico que proporcionou resultados
significativos em relacdo ao extrato acetdnico, sendo este ultimo resultado possivelmente
pioneiro relacionado a C. longa e B. glabrata infectado. Mesmo apds 18 meses de preparacao,
0 extrato demonstrou estabilidade e efetividade, o fato de ter proporcionado também efeitos
toxicos em espécies ndo-alvo (peixe), mostra que a sua utilizacdo como moluscicida natural
alternativo e especifico no combate a populacdo de hospedeiro intermediario da
esquistossomose tenha uma indicacdo limitada, até que novos testes sejam feitos, demonstrando

sua acdo no meio ambiente.
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